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摘  要：【背景】细菌性果斑病(bacterial fruit blotch, BFB)是葫芦科植物上一种严重的检疫性病害，

其病原菌为西瓜食酸菌(Acidovorax citrulli)。目前已知Ⅲ型分泌效应物(type Ⅲ secreted effectors, 
T3SEs)是该病菌的关键致病因子，但对其效应物功能和作用机制的认识非常有限。【目的】鉴定西

瓜食酸菌Ⅲ型分泌效应物基因 aopW，分析其编码蛋白质影响植物免疫的方式，为更深入地认识该

基因在西瓜食酸菌致病机制中的作用奠定基础。【方法】利用生物信息学分析其序列特征；借助荧

光定量 PCR 技术分析 aopW 的表达调控及其与抗病相关基因表达间的关系；利用基因突变及基因

功能互补手段，通过分析致病性、寄主活性氧积累量等解析基因功能；采用瞬时表达技术了解AopW
诱导非寄主 hypersensitive response (HR)能力及其亚细胞定位情况。【结果】aopW 基因启动子区存

在Ⅲ型分泌系统(type Ⅲ secretion system, T3SS)核心基因结合位点，其编码的蛋白不存在信号肽和

跨膜螺旋区，与Ⅲ型分泌效应物 harpin 蛋白同源；T3SS 核心基因 hrpG/hrpX 突变体中 aopW 基因

的表达量显著降低；缺失 aopW 基因后突变体对寄主的致病力降低，但其互作的寄主活性氧积累

量增加；AopW 定位于烟草细胞质和细胞质膜，可以诱导本氏烟草发生 HR，影响病原相关分子模

式(pathogen-associated molecular pattern, PAMP)触发的免疫(PAMP-triggered immunity, PTI)信号通

路及激素信号通路相关基因的表达。【结论】西瓜食酸菌 AopW 为Ⅲ型分泌效应物 harpin 蛋白，其

在与寄主黄瓜互作中发挥毒性因子功能，与烟草互作中可能以 PAMP 触发植物 PTI 和激素抗病信

号通路并引发细胞坏死。 
关键词：西瓜食酸菌；Ⅲ型分泌效应物；aopW；病原相关分子模式触发的免疫；harpin 
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Abstract: [Background] Bacterial fruit blotch (BFB) is a serious quarantine disease caused by 
Acidovorax citrulli on the plants of Cucurbitaceae. Type Ⅲ secreted effectors (T3SEs) are 
known as the key pathogenic factors in the pathogen, while little is known about their roles and 
functioning mechanisms. [Objective] To identify the T3SE gene aopW of A. citrulli and analyze 
the way that the protein affects plant immunity, so as to lay a foundation for further 
understanding the role of aopW in the pathogenic mechanism of A. citrulli. [Methods] 
Bioinformatics tools were used to analyze the sequence of the gene. Fluorescence quantitative 
PCR was performed to determine the expression of aopW and the relationship in the expression 
between aopW and disease resistance genes. Gene mutagenesis and gene function 
complementation were employed to explore the gene functions through the analysis of pathogen 
pathogenicity and host accumulation of reactive oxygen species. Hypersensitive response (HR) 
induced by AopW and the subcellular localization of AopW in the non-host plant were 
investigated by transient expression technique. [Results] There was a binding site with the type 
Ⅲ secretion system (T3SS) core gene in the promoter region of aopW gene, and the protein 
encoded by aopW had no signal peptide or transmembrane domain. AopW was homologous to 
harpin. The expression of aopW in the mutants of T3SS core genes hrpG/hrpX was significantly 
down-regulated. After aopW was deleted, the pathogenicity of the mutant decreased, while the 
accumulation of reactive oxygen species in the host increased. AopW was mainly located in the 
cytoplasm and cytoplasmic membrane and induced HR in Nicotiana benthamiana. Moreover, 
AopW affected the pathogen-associated molecular pattern (PAMP)-triggered immunity (PTI) 
signaling pathway and the expression of the genes involved in hormone signaling pathways. 
[Conclusion] The AopW of A. citrulli is a harpin of the T3SE family, which plays a role as a 
toxic factor in the interaction of A. citrulli with the host cucumber. It may be involved in the 
PAMP-triggerred plant PTI and hormone signaling pathways and induce cell necrosis in     
N. benthamiana. 
Keywords: Acidovorax citrulli; T3SEs; aopW; PTI; harpin 
 

瓜类细菌性果斑病 (bacterial fruit blotch, 
BFB)自报道发生以来已在全球范围传播，给

西瓜、甜瓜等瓜类种植业造成了巨大的经济损

失 [1]，BFB 病菌的天然寄主中尚未发现免疫种

质，而已有的防控措施效果不佳[2]，BFB 已成

为瓜类生产的严重威胁。认识 BFB 病菌——西

瓜食酸菌与其寄主的互作机制可为发掘防控该

病害的新途径、新方法提供理论依据。由 type Ⅲ 
secretion system (T3SS)分泌的 type Ⅲ secreted 
effectors (T3SEs)是西瓜食酸菌致病过程中的关
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键因子[3]。目前对西瓜食酸菌 T3SEs 及其触发

植物免疫反应的认知非常有限。鉴定和分析该

菌的 T3SEs 可为深入解析病原菌致病机理奠定

重要基础。 
西瓜食酸菌 T3SEs 相关的研究发现，亚群

Ⅱ菌株 Aac5的 T3SS归于Ⅱ组，存在 hrpX和 hrpG 
(hrp 基因簇)的同源基因，为调控 T3SEs 表达的

T3SS 核心基因[4]，该研究结果为鉴定与分析西

瓜食酸菌 T3SEs 奠定了重要基础。杨琳琳研究

证实西瓜食酸菌 T3SEs Ace0201 和 Ace1242 均

能通过抑制活性氧 (reactive oxygen species, 
ROS)暴发抑制烟草 PAMP-triggered immunity 
(PTI)反应[5]；张晓晓通过验证外泌功能鉴定到

T3SE Ace1，分析认为该蛋白通过影响 ROS 暴

发和胼胝质沉积影响 PTI 途径[6]；有研究通过

无毒基因报告系统验证了 7 个具有 PIP-box 保

守序列的 T3SEs[7]；此外，Zhang 等鉴定到一个

新的 T3SE AopP，其通过抑制 ROS 暴发和降低

水杨酸(salicylic acid, SA)含量抑制 PTI 通路，

增强对宿主的毒力[8]。上述研究表明，西瓜食

酸菌 T3SEs 的研究已有一些进展，目前已鉴定

的 T3SEs 中的大多数以抑制烟草 PTI 反应发挥

毒性作用，有关能够触发烟草 PTI 反应的

T3SEs，如 harpin 类的研究还很有限。 
Harpin 蛋白已在多个革兰氏阴性病原细菌

中发现，如 Erwinia amylovora 的 HrpW[9]和

Pseudomonas syringae pv. tomato 的 HrpZ1[10]。

Harpin 蛋白为一类水溶性的 T3SEs，其主要功

能是协助 Avr 或 Dsp 类效应物进入细胞内[11]，

由控制寄主致病性和非寄主过敏性反应的 hrp

基因编码[12]。Harpin 蛋白作为病原相关分子模

式(pathogen-associated molecular pattern, PAMP)
分子被模式识别受体(pattern recognition receptors, 
PRRs)识别并启动 PTI[13]，在高浓度下能在烟草

等植物上诱导过敏反应，在低浓度下可以诱导

植物抗病、抗虫及抗旱等功能[14]，如转 harpin
基因 popW 的烟草、SA、Jasmonic acid (JA)及
hypersensitive response (HR)相关基因的表达增

强，表现出对青枯菌抗性增强，病害的防治效

果得以提升[15]。本研究小组前期在西瓜食酸菌Ⅰ
型菌株 FC440 的基因组中，发现一个类 harpin
的效应物基因，命名为 aopW。瓜类植物中至今

未发现抗 BFB 的种质资源 [2]，研究西瓜食酸

菌的类 harpin 蛋白，可以为进一步在抗性寄

主烟草中发掘抗性基因、解析互作机制奠定重

要基础。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料及培养 
植物材料黄瓜(Cucumis sativus)长春密刺、

本氏烟草 (Nicotiana benthamiana)和普通烟草

(Nicotiana tabacum)秦烟 95 由西北农林科技大

学单卫星教授惠赠。植物培养于 28 ℃/25 ℃、

16 h/8 h 明暗交替条件下，其中黄瓜于栽培 5 d

时使用，烟草于培养 30−45 d 使用。 

1.2  菌株、质粒及引物 
研究中所用菌株、质粒见表 1，引物见表 2。 

1.3  主要试剂和仪器 
TransZol Up Plus RNA Kit、EasyScript® 

One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis 
SuperMix、TransStart® Green qPCR SuperMix，

北京全式金生物技术股份有限公司。激光共聚

焦显微镜，卡尔蔡司光学有限公司；荧光定量

PCR 仪，罗氏生物技术有限公司。 

1.4  培养基及培养条件 
大肠杆菌 TransT1、农杆菌 GV3101 和西瓜

食酸菌 FC440 培养条件及其培养所需的培养

基，以及注射缓冲液配制参考文献[19]。 
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表 1  供试菌株、质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strains/Plasmids Characteristics Sources or 

references 
Strains   

FC440 (WT) AmpR; wild type Our laboratory 
FC440 (∆aopW) AmpR; KanR; FC440 mutant defective in aopW This study 
FC440 (∆aopW-aopW) AmpR; KanR; GmR; FC440 (∆aopW) complemented  

with aopW gene expressed by vector pBBR1MCS-5 
This study 

FC440 (∆hrpG) AmpR; KanR; FC440 mutant defective in hrpG [16] 
FC440 (∆hrpX) AmpR; KanR; FC440 mutant defective in hrpX [16] 
Trans T1 (pBBR1MCS-5-aopW) GmR; Escherichia coli TransT1 strain containing vector  

pBBR1MCS-5-aopW  
This study 

GV3101 RifR; wild type Our laboratory 
GV3101 (pAPK-GFP) SpecR; RifR; GmR; GV3101 strain containing vector pAPK-GFP [16] 
GV3101 (pAPK-aopW) SpecR; RifR; GmR; GV3101 strain containing vector pAPK-aopW This study 
GV3101 (pBINGFP2) KanR; RifR; GmR; GV3101 strain containing vector pBINGFP2 [17] 
GV3101 (pBINGFP2-aopW) KanR; RifR; GmR; GV3101 strain containing vector 

pBINGFP2-aopW 
This study 

Plasmids   
pMD19-T AmpR; Cloning vector TaKaRa 
pMD19-T-aopW AmpR; pMD19-T vector containing a 1 458 bp  

fragment with the aopW gene  
This study 

pK19mob2ΩHMB-aopW KanR; pK19mob2ΩHMB vector containing a 315 bp fragment 
with the aopW gene 

This study 

pBBR1MCS-5-aopW GmR; pBBR1MCS-5 vector containing aopW gene;  
used to complement FC440 (∆aopW) 

This study 

pKannibal-aopW KanR; pKannibal vector containing a 1 458 bp  
fragment with the aopW gene 

This study 

pBINGFP2-aopW KanR; pBINGFP2 vector containing a 1 458 bp  
fragment with the aopW gene 

This study 

 
研究中使用的抗生素浓度：西瓜食酸菌野生

型及其衍生菌株为 30 μg/mL Amp、50 μg/mL Kan
和50 μg/mL Gm；农杆菌为20 μg/mL Rif、50 μg/mL 
Gm 和 100 μg/mL Spec；大肠杆菌为 100 μg/mL 
Amp、50 μg/mL Kan 和 50 μg/mL Gm。 

1.5  生物信息学分析 
选取西瓜食酸菌 FC440 基因组中 aopW 基

因(GenBank 登录号为 ON677301)，使用 fuzznuc 
(http://embossgui.sourceforge.net/demo/manual/
fuzznuc.html) 分 析 基 因 启 动 子 区 PIP-box ；

TMHMM (https://services.healthtech.dtu.dk/service. 
php?TMHMM-2.0)分析其编码蛋白跨膜螺旋

区；SingalP 4.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/ 
service.php?SignalP-4.1)在线预测蛋白是否含有

信号肽；SMART (https://smart.embl.de/)在线软

件预测保守结构域；Cell-PLoc 2.0 (http://www. 
csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)在线分析软

件预测亚细胞定位；MEGA 7.0 构建进化树，使

用邻近法 (neighbor-joining method)建树并自检

(bootstrap) 1 000 次。 
 



 
陈宝强等: 西瓜食酸菌Ⅲ型分泌效应物基因 aopW 功能初步分析 1977 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 2  供试引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers name Primers sequence (5′→3′)   Size (bp) Sources or 

references 
aopW-F CGGAATTCGAGACATCGGGCAACAGG (EcoR I) 320 This study 

aopW-R CCAAGCTTGAGGGCATTGGCGAGTAC (Hind Ⅲ) This study 

aopW-QF GGGGTACCCCACCAATGACAGACAGACTC (Kpn Ⅰ) 1 458 This study 

aopW-QR GCTCTAGATCAGTTCACCGTTGACGAC (Xba Ⅰ) This study 

AAC-1 GACCAGCCCACAACTGGGAC 246 [18] 

AAC-2 CTGCCGCACTCCAGCGA [18] 

aopW-CF TTTGGAGAGGACACGCTCGAGATGACAGACAGACTCAGCCGGC (Xho Ⅰ) 1 488 This study 

aopW-CR TCATTAAAGCAGGACTCTAGATCAGTTCACCGTTGACGACGC (Xba Ⅰ) This study 

aopW-DF AGAGGATCCGTCGACCCGGGATGACAGACAGACTCAGCCGGC (Sma Ⅰ) 1 488 This study 

aopW-DR CTGTACAAGGGTACCCCCGGGTCAGTTCACCGTTGACGACGC (Sma Ⅰ) This study 

RT-aopW-F GGCTCCGTCATTGATGTGCG 178 This study 

RT-aopW-R CGTGCGTGGGCAGGAAATAG This study 

rpoB-F GCGACAGCGTGCTCAAAGTG 104 [19] 

rpoB-R GGCCTTCGTTGGTGCGTTTCT [19] 

NbPti5-F CCTCCAAGTTTGAGCTCGGATAGT / [20] 

NbPti5-R CCAAGAAATTCTCCATGCACTCTGTC [20] 

NbAcre31-F AATTCGGCCATCGTGATCTTGGTC / [20] 

NbAcre31-R GAGAAACTGGGATTGCCTGAAGGA [20] 

NbGras2-F TACCTAGCACCAAGCAGATGCAGA / [20] 

NbGras2-R TCATGAGGCGTTACTCGGAGCATT [20] 

NbEF1α-F AAGGTCCAGTATGCCTGGGTGCTTGAC / [20] 

NbEF1α-R AAGAATTCACAGGGAC AGTTCCAATACCA [20] 

NbWRKY7-F CACAAGGGTACAAACAACACAG / [21] 

NbWRKY7-R GGTTGCATTTGGTTCATGTAAG [21] 

NbWRKY8-F AACAATGGTGCCAATAATGC / [21] 

NbWRKY8-R TGCATATCCTGAGAAACCATT [21] 

NbPR2b-F TCCAACTTGGAATCAAAGGG / [17] 

NbPR2b-R GTGGACACTATACTCAGGTG [17] 

NbLOX-F AAAACCTATGCCTCAAGAAC / [17] 

NbLOX-R ACTGCTGCATAGGCTTTGG [17] 

NbEFR1-F GCTCTTAACGTCGGATGGTC / [17] 

NbEFR1-R AGCCAAACCCTAGCTCCATT [17] 

NbGAPDH-F AGCTCAAGGGAATTCTCGATG / [22] 

NbGAPDH-R AACCTTAACCATGTCATCTCCC [22] 
下划线处为酶识别位点；/：片段大小未知 
The restriction sites are underlined; /: The fragment size is unknown. 
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1.6  aopW 基因突变菌株及功能互补菌株

的制备 
aopW 基因突变菌株及功能互补菌株的制

备方法参照颉兵兵等[23]，使用天根细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 FC440 基因组 DNA，突

变菌株构建使用引物对 aopW-F/R 通过高保真

酶 PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 扩增 aopW
基因内部 320 bp 片段，使用 EcoR I 和 Hind Ⅲ
双酶切验证，通过引物对 aopW-QF/QR 验证突

变菌株中目的基因的插入突变；功能互补菌株

构建使用引物对 aopW-QF/QR 通过高保真酶扩

增 aopW 基因全长 1 458 bp 片段，使用 Kpn Ⅰ和  
Xba Ⅰ双酶切验证，通过引物 AAC-1 和 AAC-2
验证目的菌株为西瓜食酸菌。 

1.7  病原菌侵染实验 
参照张晓晓的方法 [6]稍作改动。对寄主接

种：以 1×104 CFU/mL 菌悬液注射接种黄瓜子

叶，于接种后 24、48、72 h 分别采样记录。对

非寄主接种：以 OD600 为 0.3 的菌悬液注射于秦

烟 95 叶背面，接种 1 d 后采样记录。 

1.8  病原菌诱导的寄主 ROS 积累量测定 
ROS 积累量的测定参照张美祥等的方法[17]，

调整待测菌悬液浓度 OD600 为 0.3，注射接种黄

瓜子叶 1 d 后进行 DAB 染色分析。 

1.9  瞬时表达 AopW 后本氏烟的 HR 表型 
参 照 Zhang 等 方 法 [24] ， 将 AopW 与

pART27-pKannibal 载 体 连 接后转 化 农杆菌

GV3101，制备 OD600 为 0.4 的菌悬液，注射叶

片 2 d 后观察记录。 

1.10  AopW 的烟草亚细胞定位 
参考张美祥等的方法[17]稍作改动。将 AopW

与 GFP 融合表达的重组载体 pBINGFP2-aopW 转

化农杆菌 GV3101，调整菌悬液浓度至 OD600

达 0.6 后注射叶片，36 h 后于激光共聚焦显微

镜下观察绿色荧光蛋白分布情况。 

1.11  mRNA 表达分析 
aopW 基因表达分析：以 FC440 (WT)、

FC440 (∆hrpG)及 FC440 (∆hrpX)菌株为材料，

于 T3SS 诱导培养基中 28 ℃、220 r/min 培养过

夜至 OD600 为 0.55，使用全式金试剂盒进行待

测菌株的 RNA 提取、cDNA 合成及 RT-qPCR，

荧光定量 PCR 反应体系及条件参照文献[19]，
引物序列见表 2，以 rpoB 基因为西瓜食酸菌内

参基因进行归一化处理，采用 2−ΔΔCT 法进行定

量分析。 
烟草抗病基因表达分析：分别取瞬时表达

GFP 和 AopW 36 h 的烟草叶片提取总 RNA，

反转录后用于植物激素抗病信号通路下游基

因和 PTI 信号通路下游基因表达量检测。

RNA 提取、cDNA 合成及荧光定量 PCR 方法

同上，选取 GADPH 为本氏烟内参基因作归一

化处理。 

1.12  数据统计与分析 
每个实验均为 3 个生物学重复。使用 

Image J 进行相对染色强度分析，GraphPad 
Prism 8 进行数据统计，IBM SPSS Statistics 19
进行单因素方差分析，P>0.05 表示差异不显著；

P<0.05 为显著性差异，在图中用*表示；P<0.01
为极显著差异，在图中用**表示。 

2  结果与分析 
2.1  AopW 的生物信息学分析 
2.1.1  AopW 基本信息及同源比对分析 

西瓜食酸菌亚群Ⅰ菌株 FC440 基因组中编

号 GE03673 的基因编码的蛋白类似 harpin 效应

蛋白，本研究中定名为 AopW；序列分析显示，

AopW 含有 485 个氨基酸残基，富含甘氨酸

(9.5%)，含有极少数的半胱氨酸(0.6%)；与西瓜

食酸菌亚群Ⅱ菌株 AAC00-1 中 Aave_1548 的序

列相似度为 96.7%。序列比对表明，AopW 与
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Pseudomonas syringae 中 HopW1-1 相似性较高，

序列相似度为 55.66%。 
2.1.2  AopW 序列特征 

序列分析发现，aopW 基因启动子区有一个

HrpG 结合位点 PIP-box (图 1A)，位于基因起始密

码子 ATG 上游 50 bp 处，−10 区序列为 CATATT，
aopW 的 PIP-box 模体为 TTCGC-N15-TTCGC- 
N32-CATATT。预测分析显示，AopW 无跨膜

螺旋区(图 1B)和信号肽(图 1C)，无保守结构域 
(图 1D)，定位于细菌细胞外和细胞质(图 1E)。 

2.1.3  系统发育树构建分析 
BLAST 序列比对显示，西瓜食酸菌 AopW

蛋白与多种革兰氏阴性菌的外泌蛋白 W具有较

高的相似性，以 AopW 为标记、与革兰氏阴性

植物病原细菌两大群的 3 种代表细菌的同源蛋

白进行系统发育分析的结果显示(图 2)：西瓜食酸

菌与 Pseudomonas syringae 的 HopW 属于同一分

支，相似性较高，与 Ralstonia solanacearum 的

PopW 和 Xanthomonas campestris 的 XopW 属于

不同的分支，亲缘关系较远。 
 

 
 
图 1  AopW 序列的生物信息学分析   A：aopW 基因转录起始位点上游 PIP-box 分析. 第 1 行为革兰

氏阴性菌 T3SEs 启动子区的保守基序的模体; 第 2 行为 aopW 基因启动子区序列，A、T、C、G、B、

N、Y、R 为碱基单字母缩写. B：AopW 蛋白的跨膜结构域预测. C：AopW 蛋白的信号肽预测. D：AopW
蛋白的结构域预测. E：AopW 蛋白在细菌中的亚细胞定位预测 
Figure 1  Bioinformatics analysis of AopW sequence. A: PIP-box Analysis of upstream of aopW gene 
transcription start site. The first is the motifs of the conservative sequences in the T3SEs promoter region of 
Gram-negative bacteria; The second is the sequence of the aopW gene promoter region, A, T, C, G, B, N, Y, R 
are the single letter abbreviations of bases. B: Predicted transmembrane domains of AopW. C: Predicted 
signal peptide of AopW. D: Predicted domains of AopW. E: Predicted subcellular localization of AopW in 
bacteria. 
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图 2  革兰氏阴性菌中外泌蛋白 W 的系统发育树   距离标尺表示单位长度置信值；分支节点上的数

字为 bootstrap 自展值；虚线框中为西瓜食酸菌 AopW 蛋白；括号中为不同细菌外泌蛋白 W 的基因或

蛋白 GenBank 登录号 
Figure 2  Phylogenetic tree of outer protein W in Gram-negative bacteria. The distance scale is expressed as 
the confidence value of unit length; At the branch nodes are 1 000 bootstrap replicates represented as 
percentage values; The dotted box shows the AopW protein of Acidovorax citrulli; The gene or protein 
GenBank accession number of different bacteria outer protein W are in parentheses.  
 
2.2  aopW 基因在 hrpG 和 hrpX 突变体中

的表达分析 
RT-qPCR 结果显示(图 3)：aopW 基因在

FC440 (ΔhrpG)及 FC440 (ΔhrpX)中表达量相较

于野生型显著下降，表明基因 aopW 的表达受

西瓜食酸菌 T3SS 核心基因正调控。 

2.3  aopW 基因突变对病菌致病力的影响 
黄瓜子叶接种后的表型显示(图 4A)：接种

1 d 后，FC440 (WT)处理的子叶出现大面积水浸

状病斑；而 FC440 (ΔaopW)处理下的子叶仅出

现零星的病斑，接种 FC440 (ΔaopW-aopW)的
子叶片发病症状基本与接种野生型相同。病情

指数调查结果显示(图 4B)：接种后随着时间

的推移，接种 FC440 (ΔaopW)的子叶病情指数

均显著低于野生型和功能互补菌株，接种功 

 
 
图 3  aopW 基因在西瓜食酸菌 hrpG/hrpX 基因突

变体中的表达分析   
Figure 3  The expression analysis of aopW gene in 
hrpG or hrpX gene mutant in Acidovorax citrulli. **: 
P<0.01. 
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能互补菌株的子叶病情指数基本恢复至接种野

生型的水平。秦烟 95 HR表型结果显示(图 4C)：
接种 FC440 (WT)和 FC440 (ΔaopW)均能引发

非寄主秦烟 95 的 HR 反应，且坏死程度无显著

差异。 

2.4  aopW 基因突变对病菌侵染下的黄瓜

ROS 产量的影响 
DAB 染色结果显示(图 5)，在接种野生型、

FC440 (ΔaopW)及其功能互补菌株 1 d 后，对寄

主黄瓜子叶 ROS 含量进行检测，结果显示在接 
 

 
 

图 4  西瓜食酸菌 aopW 基因突变体及其互补菌株的致病力表型   A：黄瓜子叶发病表型，图片采集

于接菌 1 d 时. B：病情指数分析; **：P<0.01. C：秦烟 95 的 HR 表型，图片采集于接菌 1 d 时 
Figure 4  The virulence phenotype of Acidovorax citrulli aopW gene mutants and complementary strains. A: 
The disease phenotype of cucumber cotyledon; Photos were taken at 1 d after inoculation. B: Disease index 
analysis; **: P<0.01. C: HR phenotype of Qin-Yan 95; Photos were taken at 1 d after inoculation. 
 

 
 

图 5  西瓜食酸菌 aopW 基因突变体及其互补菌株侵染下黄瓜 ROS 产量分析   A：黄瓜子叶 ROS 染

色表型，图片采集于叶片接菌后 1 d 时. B：相对染色强度分析，**：P<0.01 
Figure 5  Analysis of ROS production after cucumber infected by Acidovorax citrulli aopW gene mutants 
and complementary strains. A: ROS staining phenotype of cucumber cotyledon; Photos were taken at 1 d 
after inoculation. B: Relative staining intensity analysis; **: P<0.01. 
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种 FC440 (ΔaopW)的情况下，寄主积累了更多

活性氧，且功能互补菌株恢复至野生型。 
2.5  AopW 的亚细胞定位分析 

激光共聚焦显微镜下的结果显示(图 6)：

GFP 单独表达时，本氏烟整个细胞中均能观察

到绿色荧光；AopW 与 GFP 蛋白融合表达后，

本氏烟细胞质和细胞质膜呈现出绿色荧光，显示

AopW 主要定位于本氏烟细胞质和细胞质膜。 

2.6  AopW在本氏烟草叶片瞬时表达的表型 
瞬时表达 AopW 结果显示(图 7)：注射农杆

菌 GV3101 (pAPK-aopW)区域叶片出现明显的

HR 细胞坏死表型；而注射空载体 GV3101 

(pAPK-GFP)的区域则没有出现坏死，表明

AopW 可以诱导本氏烟发生 HR 反应。 

2.7  AopW 的表达对本氏烟 PTI 和激素抗

病通路下游基因表达量的影响 
本氏烟 PTI 通路下游 5 个基因(WRKY7、

WRKY8、GRAS2、ACRE31、PTI5)的表达量检

测结果显示(图 8A)：AopW 瞬时表达后，WRKY7

表达量无显著性差异，WRKY8、GRAS2、ACRE31、 

 

 
 
图 6  AopW 在本氏烟的亚细胞定位   图片采集

于接菌 36 h 后 
Figure 6  Subcellular localization of AopW in 
Nicotiana benthamiana. Photos were taken at 36 h 
after inoculation. 

 
 
图 7  AopW 在本氏烟草叶片瞬时表达的表型   
图片采集于接菌 2 d 时  
Figure 7  The phenotype of transient expression of 
AopW in Nicotiana benthamiana. Photos were 
taken at 2 d after inoculation. 
 
PTI5 的表达量显著上调，表明 AopW 激活了烟

草的 PTI 信号通路。 
本氏烟植物激素抗病信号通路下游基因

(PR2b、LOX、ERF2)表达量检测结果显示(图 8B)：
水杨酸(SA)信号通路中的 PR2b、茉莉酸(JA)信
号通路中的 LOX 和乙烯 (ET)信号通路中的

ERF2，表达量在 AopW 瞬时表达后均显著上

调，表明 AopW 可以显著提高烟草激素抗病信

号通路基因的表达。 

3  讨论与结论 
T3SEs 在病原菌侵染寄主过程中发挥至关

重要的作用，西瓜食酸菌的 T3SEs 研究尚处于

早期筛选鉴定阶段[7]，仍有大量的 T3SEs 有待

鉴定和功能分析。本研究分析了西瓜食酸菌类

harpin 效应蛋白 AopW 潜在的毒力机制。 
西瓜食酸菌种内至少存在 2 个在遗传和

生化上存在差异的亚群[25]，亚群 I 菌株间对葫

芦科植物的致病力比较一致 [26]，亚群Ⅱ菌株

对西瓜的致病力强于对其他葫芦科植物的[27]。 
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图 8  AopW 对本氏烟抗病信号通路的影响   A：AopW 对 PTI 信号通路的影响分析. B：AopW 对植

物激素信号通路的影响分析. 叶片于瞬时表达 36 h 时取样. *：P<0.05；**：P<0.01 
Figure 8  Effect of AopW on disease resistance signal pathway in Nicotiana benthamiana. A: Analysis of 
the effect of AopW on PTI signal pathway. B: Analysis of the effect of AopW on plant hormone signal 
pathway. Leaf samples were taken 36 h after transient expression. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
Eckshtain-Levi 等研究发现西瓜食酸菌亚群 I 菌
株和亚群Ⅱ菌株的 T3SEs 库不同，虽然大多数

效应蛋白在不同亚群菌株中高度保守，但某些效

应物基因中可以检测到一些导致氨基酸替换的

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 
SNP)，推测 T3SEs 同源蛋白间的这种差异影响了

它们对不同葫芦科植物的攻击模式和偏好性[28]。

Yan 等研究证实，亚群Ⅱ菌株中 YopJ 蛋白同源

基因 Aave-2166在所有亚群 I的菌株中均存在碱

基缺失，进而影响其功能，认为亚群 I 菌株和

亚群Ⅱ菌株对不同寄主的致病偏好性可能与这

种碱基改变相关[29]。在本研究中，AopW 与西

瓜食酸菌亚群Ⅱ菌株 AAC00-1 中 Aave-1548 均

可以引起非寄主的 HR 反应，序列分析显示二者

相似度达 96.7%，氨基酸残基数一致，14 处氨基

酸残基差异存在于 140−180 aa 之间，其余两处差
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异存在于第 5 个和第 320 个氨基酸残基位点。

因此本研究推测，AopW 在不同亚群菌株间的

序列差异可能与其宿主偏好性相关。 
依据植物病原细菌 T3SS的 hrp基因簇结构

特征将其分为两类，一类是以 Pseudomonas spp.
为代表的 I 组基因簇；另一类是以 Xanthomonas 
spp. 为 代 表 的 Ⅱ 组 基因 簇 [30] 。西 瓜 食 酸菌

AAC00-1 菌株全基因组测序结果分析显示，其

T3SS同源性及结构与Ⅱ组 hrp基因簇更相似[31]。

在本研究中，系统发育进化树显示 AopW 与含

I 组基因簇的 Pseudomonas syringae pv. helianthi
的 HopW 相似性最高，而与含Ⅱ组基因簇的

Xanthomonas spp.的 XopW 不在同一分支，这种

矛盾的结果与西瓜食酸菌 AopW 可能是由水平

基因转移获得有关。因为有研究发现，与管家

基因相比，西瓜食酸菌大量的 T3SEs 表现出具

有较低的密码子偏好性和 GC 含量，显示水平基

因转移是该菌获得 T3SEs 的主要机制[28]。 
革兰氏阴性病原细菌 T3SEs具有 2个特点：

受 T3SS 核心基因 hrpG/hrpX 调控，并具有外泌

功能[6]。革兰氏阴性病原细菌 T3SEs 启动子区

通常存在 2 个顺式作用元件 PIP-box 和‒10 box，
转录因子 HrpX 通过结合顺式作用元件调控

T3SEs 基因表达[32]。序列分析表明，AopW 启

动子区存在 PIP-box和‒10 box序列，推测 AopW
受到 T3SS 核心基因 hrpX 调控，本研究的结果

证实了 AopW 受 T3SS 核心基因 hrpX 和 hrpG
的正调控。在西瓜食酸菌中，AopN、AopP、
Aave-4066 等 T3SEs 均被证明受到 T3SS 调控[33]。

近期有研究通过无毒基因报告系统在亚群 I 菌

株中证实了 aopW 同源基因 APS58_3289 的外泌

功能[7]。因此，本研究认为 AopW 为西瓜食酸

菌的一种 T3SE。 
Harpin 蛋白是一类重要的 T3SEs，在病原

菌侵染寄主植物过程中，一些 harpin 蛋白作为

病原菌的毒性因子发挥作用[34]。例如，当编码

harpin 蛋白的基因 hrpN 突变后， Dickeya 
dadantii 致病性减弱，但对其寄主依然保持着

较强的毒性[35]。本研究中 aopW 基因的缺失导

致西瓜食酸菌对寄主黄瓜的毒力减弱，同时表

现为病菌侵染下的寄主有了更多的活性氧积累

量，说明 AopW 对西瓜食酸菌的毒力有贡献，

为西瓜食酸菌重要的 T3SE。 
效应蛋白在植物体内的定位与功能密不可

分，研究表明 harpin 蛋白的受体在植物细胞中普

遍存在，且受体位于细胞的位置也并不一致[36]。

Hoyos 等发现 harpinPss 的结合位点位于烟草的

细胞壁并与果胶化合物结合[36]；PopA 蛋白通过

与细胞膜结合后形成离子通道，从而使阳离子

和致病性 T3SEs 通过质膜进入植物细胞中[37]。

本研究表明 AopW 主要定位于细胞质和细胞质

膜，其定位与功能的关系还需进一步探究。 
诱导烟草的 HR 反应是 harpin 蛋白的一个

重要特征，侵染位点的细胞迅速死亡能够限制

病原菌进一步扩散，产生局部抗病反应[38]，同

时 HR 可以诱导植物启动防卫系统，防止病原

菌再次侵染[39]。在本研究中，瞬时表达 AopW
产生了类似 Pseudomonas syringae 中 HopW1-1
在烟草上诱导的 HR 反应 [40]，进一步支持了

AopW 为潜在的 harpin 效应蛋白。研究表明效

应蛋白 PopW 仅 N 端 1−159 个氨基酸残基就可

以引起 HR 反应[41]，AopW 的 N 端是否存在诱

导 HR 反应的关键基序还需进一步实验探究。

Harpin 蛋白可以诱发植物的防御反应，例如在

烟草中过表达 hpa1 后能显著增强防御相关基

因表达[42]，在棉花中过表达 hpa1 后转录组分析

显示多个防御相关通路基因显著上调[43]；PopA1
通过诱导 SA 信号通路抵御病原菌侵染[15]。本

研究发现 AopW 可以作为 harpin 蛋白诱导依赖

于 PTI 和植物激素的抗病相关基因的表达，从
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而增强植物的抗病性，但其诱导的抗病免疫机

制和作用靶标还需进一步探究。 
本研究对西瓜食酸菌 T3SE 基因 aopW进行

了生物信息学分析及初步功能验证，明确了其

序列特征、harpin 效应物的特点及其与烟草互

作时激活的通路，为进一步深入认识该效应物

作用机理、发掘非寄主中的抗性基因、解析互

作机制奠定了基础。 
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